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人 肝 组织 脱 细胞 支 染 的 制备 
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摘要 :目的 探究 人 肝 组 织 脱 细胞 支架 的 制备 。 方 法 本 研究 利用 手术 切除 的 人 肝 血 管 瘤 左 外 叶 组 织 , 经 反复 冻 融 ,0.01% SDS, 
0.1% SDS 和 1% Triton X-100 循 环 灌注 制备 人 肝 组 织 脱 细胞 支架 ,并 通过 灌注 过 氧 乙酸 消毒 。 将 L-02 细 胞 通过 门静脉 插 管 种 
植 于 脱 细胞 支架 内 进行 培养 。 结 果 HE .DAPI 染 色 和 扫描 电镜 结果 显示 脱 细 胞 支架 内 无 细胞 成 分 残留 ,残余 DNA 检 测 为 
25.3+14.6 ng/mg 干 质量 ,小 于 新 鲜 肝 脏 DNA 含 量 的 1%。 免 疫 组 化 证 实 支架 内 保留 了 工 型 胶原 .V 型 胶原 . 纤 连 蛋白 ,弹力 蛋白 
成 分 。L-02 细 胞 在 支架 上 生长 良好 且 有 增殖 ,并 表达 白 蛋 白 及 葡萄 糖 -6- 磷 酸 酶 。 结 论 利用 手术 切除 的 人 肝 标 本 行 肝 组 织 必 
细胞 支架 的 制备 是 可 行 的 ,上 且 为 构建 更 适用 于 临床 的 组 织 工程 肝脏 提供 了 新 思路 。 


关键 词 : 肝 组 织 工程 ;人 于 组 织 脱 细胞 支架; 细胞 外 基质 ;三 维 培养 
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Abstract: Objective To develop a method for preparing a decellularized scaffold based on human liver tissue. Methods A 
surgical specimen of the left lateral lobe of the liver was obtained from a patients with hepatic hemangioma. The 
decellularization process was performed by repeated freezing-thawing, sequential perfusion with 0.01% SDS, 0.1% SDS and 
1% Triton X-100 through the portal vein, and sterilization with peracetic acid. L-02 cells were then engrafted onto the 
decellularized liver scaffold. Results HE staining, DAPI staining and scanning electron microscopy all verified the absence of 
residual cellular components in the decellularized scaffold. The residual DNA content in the decellularized scaffolds was 25.3+ 
14.6 ng/mg (dry weight), which was less than 1% of the total DNA content in a fresh human liver. Immunohistochemistry 
demonstrated that type I and IV collagens, fibronectin and elastin were all retained in the scaffold. The engrafted L-02 cells 
survived well on the scaffold with active proliferation and expressed albumin and G6pc. Conclusion It is feasible to prepare 
decellularized scaffolds using surgical specimens of human liver, which can be a new approach to constructing a 


tissue-engineered liver for clinical purposes. 


Key words: liver tissue engineering; human liver tissue decellularized scaffold; extracellular matrix; three-dimensional culture 


运用 组 织 工 程 的 方法 制备 支架 以 构建 功能 化 的 肝 
组 织 , 来 解决 需 官 严重 短缺 的 问题 ,是 再 生 医 学 领域 的 
研究 热点 。 但 用 人 工 材料 合成 的 支架 存在 缺乏 血管 网 
系统 和 天 然 的 细胞 外 基质 .生物 相 容 性 差 .无 法 模拟 真 
正 带 官 结构 等 诸多 缺陷 ,难于 构建 功能 化 肝 样 组 织 。 

量 文献 提示 细胞 外 基质 成 分 对 于 组 织 特异 性 的 基因 表 
达 \ 形 态 发 生 及 细胞 迁移 均 有 重要 影响 “。 脱 细胞 支 加 
保留 了 完整 的 血管 网 络 结构 ,易于 营养 物质 及 氧气 的 运 
输 ,三 维 的 细胞 外 基质 结构 为 细胞 的 贴 附和 增殖 提供 了 
一 个 合适 的 生物 环境 ”。 因 此 脱 细胞 支架 作为 一 种 理 
想 的 支架 越 来 越 受 到 人 们 的 关注 。2010 年 Uygun 人 研究 
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小 组 利用 大 鼠 肝 脏 脱 细胞 支架 进行 原 代 肝 细胞 的 培 
养 ,移植 后 器 官 有 部 分 肝 功 能 的 表达 。 之 后 ,多 个 研究 团 
队 也 相继 报道 运用 不 同 的 脱 细胞 方式 制备 大 鼠 **、 猪 、 
羊 等 动物 "肝脏 的 脱 细胞 支架 ,并 构建 再 细胞 化 肝脏 ， 
但 目前 仍 未 有 利用 人 肝 组 织 行 脱 细 胞 支 染 制备 的 报道 。 
临床 上 有 大 量 因 良性 疾病 行 半 肝 切除 的 手术 标本 ， 
这 些 肝 脏 组 织 均 可 作为 潜在 的 脱 细 胞 支架 用 于 组 织 工 
程 研究 ,甚至 是 构建 肝 样 组 织 行 组 织 蔡 代 。 因 此 我 们 学 
试 利用 临床 手术 切除 的 人 肝 血 管 瘤 左 外 叶 组 织 ,制备 脱 
细胞 肝脏 支架 ,并 通过 青 细胞 化 检测 其 生物 相 容 性 。 


1 材料 与 方法 
Ll 材料 .试剂 与 仪器 

人 肝 组 织 来 源 于 西安 交通 大 学 医学 院 第 一 附属 医 
院 肝 胆 外 科 手 术 切 除 的 人 肝 血 管 瘤 左 外 叶 ( 标 本 获取 经 
患者 同意 ,并 遵循 新 英格兰 器 官 库 器 官 获取 流程 )。 主 
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要 试剂 :十 二 烷 硫酸 钠 (SDS) „Triton X-100 EGTA 购 于 
MP Biomedicals 公 司 ;I 型 胶原 TV 型 胶原 . 纤 连 蛋白 , 弹 
力 蛋 白 多 克隆 抗体 购 于 Abcam 公 司 ,Alb 和 G6pc 多 克 
TT AMF Santa Cruz 公司 ,稀释 浓度 1:100;DAPI 购 
于 Sigma 公 司 , 稀 释 浓度 1:100;DNA 提取 试剂 盒 购 于 
天 根 生化 科技 有 限 公 司 。 培 养 基 成 分 :DMEM 培养 基 
(HyClone) .10% 胎 牛 血清 (Gibco) 、100 U/mL 青霉素 、 
100 mg/L 链 霉 素 (HyClone)。 主 要 设备 和 仪器 : 超 净 工 
E S (Thermo Scientific) , CO, 恒温 培 养 箱 (Thermo 
Scientific Steri-Cycle 371) 、 多 功能 了 酶 标 仪 (Thermo 
Varioskan Flash) ,扫描 电镜 (Hitachi S-450) 冷冻 干燥 
机 (Labconco) 严 光 显微镜 (Olympus IX71)。 
1.2 方法 
1.2.1 脱 细胞 支架 制备 获取 的 标本 为 已 切除 血管 瘤 的 
肝脏 左 外 叶 , 从 门静脉 左 支 残 端 插 管 ,用 PBS 灌 注 肝 脏 
标本 以 冲 出 残留 血液 ,蠕动 泵 泵 速 为 50 mL/min, 循 环 
灌注 2 h。 将 肝脏 冷冻 于 -80 °C 24h 后 解冻 ,反复 冻 融 2 
次 ;用 PBS 循 环 灌注 2h 后 ,依次 0.01% SDS 24h ,0.1% 
SDS 48 h 循 环 灌注 ,每 8 h 换 液 ;19% Triton X-100/ 
0.05% EGTA 循环 灌注 4h 以 除去 残留 的 SDS ,蠕动 泵 
AGN 50 mL/min。 最 后 依次 用 PBS 灌 洗 1 h,0.1% 
过 氧 乙酸 灌 洗 消毒 2 h, 灭 菌 PBS 灌 洗 1h( 图 1A) ,制备 
的 脱 细胞 支架 置 于 含 100 U/mL 青霉素 和 100 mg/L 链 
霉 素 的 灭 菌 PBS 中 4 %C 保 存 。 
1.2.2 脱 细胞 支架 再 细胞 化 总 量 为 10: 的 L-02 细 胞 (人 
台 肝 细胞 ) 用 40 mL 培养 基 重 悬 后 ,从 门静脉 左 支 残 
端 插 管用 10 mL 注射 器 分 4 次 缓慢 注射 ,每 次 间隔 
10 min。 收 集 残 余 培 养 基 并 行 细胞 计数 ,细胞 移植 率 大 
于 85%。 待 细胞 贴 附 于 支架 上 后 ,将 再 细胞 化 的 肝脏 支 
架 在 无 菌 条 件 下 切 成 10 mmx10 mmx2 mm 的 组 织 片 ， 
置 于 6 孔 板 中 培养 ,于 37 % .5% CO .饱和 湿度 的 培养 
箱 中 分 别 培养 13.5.7 d。 每 孔 加 培养 基 3 ml, 每 天 换 液 。 
1.2.3 形态 学 和 组 织 学 评估 取 肝 脏 脱 细胞 支架 标本 及 
培养 1.3、5、7 d 的 组 织 标本 ,用 10% 福 和 尔 马 林 固 定 ,石蜡 
包 埋 切片 , 行 HE 染色 。 用 人 免疫 组 化 检测 脱 细胞 支架 中 I 
型 胶原 JV 型 胶原 . 纤 连 蛋白 .弹力 蛋白 的 成 分 。 石 蜡 切 
片 脱 蜡 ,水 化 ,3% HO; 室 温 孵 育 10 min ,柠檬 酸 盐 缓 冲 


37 CR ih 45 min, 加 藻 根 过 氧化 物 酶 37 CHA 1h, 
DAB 显 色 5~10 min, HARA YY2 min, 盐 酸 酒精 分 化 ， 
水 洗 ,脱水 ,透明 , 封 片 。 取 培养 3 d 的 组 织 标本 行 冰冻 
切片 ,进行 免疫 欧 光 染色 。BSA 封 财 室温 30 min, 加 一 
抗 4% 过 夜 ,37% 复 温 30 min ,加 荧光 二 抗 37 CHER 
1h, 加 DAPI 复 染 37 CHAS min, 封 片 , 镜 检 。 

1.2.4 扫描 电镜 检测 取 肝 脏 脱 细胞 支架 标本 及 培养 
3 d 的 组 织 标本 ,用 2.5% 戊 二 醛 固 定 ,经 酒精 逐 级 脱水 


(50%,75%,80%,95%,100%) 备 15 min, FE ESA, 
进行 观察 。 

1.2.5 残余 DNA 检测 在 新 鲜 肝 组 织 断 面 及 脱 细 胞 支 
架 断 面 各 取 6 小 块 标本 ,分 别 置 于 eppendorf 管 进行 冷 
冻 干 燥 , 称 量 标本 干 质量 。 按 DNA 提 取 试 剂 盒 的 步骤 
提取 各 标本 DNA, 使 用 多 功能 酶 标 仪 检测 相应 DNA 含 
量 , 计 算 残 余 DNA/ 干 质量 比 。 运 用 DAPI 染 色 观 察 组 
织 中 残余 细胞 核 ,将 新 鲜 肝 组 织 标本 及 脱 细 胞 支架 标本 
行 冰冻 切片 ,丙酮 固定 15 min, PBS YE 3 3,37 °C DAPI 
孵育 min, PBS VE 3 i , WNT AY A , BESTE Ae ik 
镜 观 察 。 


2 结果 
2.1 脱 细胞 支架 鉴定 

肝 组 织 标本 (图 1B ) 经 反复 低温 冻 融 梯度 SDS 和 
1% Triton X-100 循 环 灌注 共计 126 h, 残 留 血 液 被 冲 
净 , 细 胞 成 分 被 脱 除 ,外观 呈现 半 透 明 状 ,肝脏 包 膜 完整 
(图 1C)。 由 于 肝脏 并 非 行 全 器 官 脱 细胞 研究 , 插 管 灌 
注 区 域 受 Glisson 系 统 限制 ,靠近 肝脏 断面 处 可 能 未 充 
分 灌注 。 脱 细胞 支架 HE 显示 纤维 样 细胞 外 基质 保留 ， 
旦 蜂窝 样 孔 际 结构 ,未 见 细胞 核 及 细胞 质 成 分 残留 
(图 1D)。 扫描 电镜 结果 证 实 , 肝 组 织 脱 细 胞 支架 内 仅 
存留 三 维 立体 多 孔 际 样 细 胞 外 基质 结构 , 孔 际 内 原 
有 占 位 的 细胞 成 分 被 完全 脱 除 (图 2A) ,视野 内 尚 可 见 
较为 完整 的 血管 断面 ,中 央 静 脉 结构 (图 2B) 和 门 管 三 
联结 构 ( 图 2C)。 新 鲜 肝 脏 组 织 DNA 残 余 量 为 3438 圭 
1647 ng/mg 干 质量 (n=6) ,而 脱 细胞 支架 DNA 残余 量 
为 25.3+14.6 ng/mg 干 质量 (n=6)(P<0.01), 小 于 新 鲜 肝 
脏 DNA 含 量 的 1%( 图 2D)。DAPI 染 色 可 见 新 鲜 肝 脏 
组 织 内 大 量 亮 蓝 色 细 胞 核 存在 (图 2E) ,而 脱 细胞 支架 
内 未 见 细胞 核 残 留 (图 2F)。 以 上 均 符 合 目前 国际 公认 
的 脱 细胞 标准 后 :(1)DNA 残 余 量 小 于 50 ng/mg 细胞 外 
基质 干 重 ; (2) HE 染色 或 DAPI 染 色 显 示 无 细胞 核 成 分 
残留 。 
2.2 细胞 外 基质 成 分 分 析 

采用 免疫 组 化 的 方法 对 脱 细胞 支架 的 成 分 进行 分 
析 ,证 实 其 含有 I 型 胶原 .JV 型 胶原 . 纤 连 蛋白 .弹力 蛋白 
成 分 , 且 有 各 自分 布 特点 。 工 型 胶原 (图 3A) JV 型 胶原 
(图 3B) 和 纤 连 蛋白 (图 3D) 主 要 分 布 于 肝 罕 周围 ,弹力 
蛋白 (图 3C) 主 要 分 布 在 大 血管 的 基底 膜 附 近 。 
2.3 脱 细胞 支架 生物 相 容 性 分 析 

F L-02 细胞 种 植 于 肝脏 脱 细胞 支架 以 检测 支架 生 
物 相 容 性 ,并 初步 评估 行 肝 样 组 织 构建 的 可 行 性 。 细 胞 
在 文 架 上 存活 且 生 长 良好 ,于 1 d 时 细胞 在 文思 上 分 布 
稀 玻 (图 4A) ,大 体形 态 正 常 ,3.5.7 d 时 (图 4B~D) ,细胞 
数 逐 渐 增 多 ,呈现 一 定 的 增殖 状态 。 扫 描 电 镜 观 察 脱 细 
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图 1 脱 细胞 方法 流程 及 大 体 观 


Fig.1 Schematic diagram illustrating the sequential decellularization protocol (A) and macroscopic images of the fresh liver (B) and 
the decellularized scaffold (C). D: HE staining of the decellularized scaffold. Scale bar: 200 um. 
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图 2 脱 细 胞 支架 扫描 电镜 图 及 残余 DNA 含量 定量 


Fig.2 Scanning electron microscopy images showing open spaces previously occupied by hepatic parenchymal cells (A), the central 
vein (B) and the portal triad (C) in the decellularized liver; D: DNA content in the fresh liver and the decellularized liver (n=6) (P<0.01). 


E, F: DAPI staining for detecting nuclear material in the fresh liver and the decellularized liver. Scale bars: 20 hm (A), 40 um (B, C), and 
50 hm (E, F). 


ALSCAR Ze FBR (Al SA) ,复种 L-02 细 胞 后 ,3 d 时 3 讨论 

细胞 在 支架 上 的 微观 形态 ,可 见 细胞 在 血管 周转 及 肝 罕 目前 ,已 有 一 系列 较 成 熟 的 胶 细胞 技术 用 于 实验 动 
周围 均 有 分 布 (图 5B), 且 可 呈 多 细胞 球状 体 (图 5C), 细 物 器 官 脱 细胞 支架 的 制备 ,如 心脏 中 肺脏 中 肝脏 5 *° 
胞 多 明 长 梭 形 ,展开 贴 附 于 细胞 外 基质 上 ,表面 可 见 微 等 。 有 关 人 类 器 官 的 脱 细胞 技术 ,Jacques P Guyette 
绒毛 结构 (图 5D)。 免 疫 灾 光 结果 提示 1L02 细 胞 在 文 架 。 ” 曾 报 道 用 一 压力 可 控 的 灌注 系统 行人 心脏 、 肾 脏 和 肺脏 
上 培养 至 第 五 天 仍 有 白 和 蛋白 及 和 葡萄糖-6- 磷 酸 酶 表达 ” 脱 细 胞 支架 的 制备 ,对 于 人 肝脏 脱 细 胞 支架 却 尚 无 报 
(图 5E,F) ,说 明细 胞 生长 状态 良好 。 道 。 在 脱 细胞 技术 方面 , 带 用 的 脱 细胞 技术 包括 物理 方 
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图 3 免疫 组 化 染色 分 析 支 架 细胞 外 基质 成 分 


Fig.3 Immunohistochemistry for detecting type I (A) and IV (B) collagens, elastin (C), and 
fibronectin (D) in the decellularized liver scaffold. Scale bar: 100 um. 


图 4 L-02 细 胞 在 脱 细胞 支架 上 生长 HE 染色 
Fig.4 HE staining of L-02 cells cultured in decellularized liver scaffold. A: 1 day; B: 3 days; C: 5 
days; D: 7 days. Scale bar: 100 um. 


法 ( 冻 融 .加 压 EB PSDB) .化 学 方法 ( 酸 、 碱 、 低 渗 
及 高 渗 溶液 . 非 离子 型 去 污 剂 .离子 型 去 污 剂 两 性 离子 
去 污 剂 .金属 离子 整合 剂 等 ) . 酶 法 ( 核 酶 . 胰 和 蛋白酶 . 脂 
肪 酶 等 ) 以 及 上 述 方法 的 联合 使 用 ”,SDS 仍 是 目前 最 
常用 的 脱 细胞 试剂 。 本 研究 利用 临床 手术 切除 的 肝脏 
标本 经 反复 低温 冻 融 ,梯度 SDS 及 Triton X-100 循 环 灌 
注 成 功 制备 了 符合 标准 的 肝 组 织 脱 细胞 支架 ,并 保留 了 
完整 的 血管 网 络 系统 ,经 门静脉 分 步 注 入 的 L-02 细 胞 


在 血管 周转 和 肝 窦 周围 均 有 分 布 ,呈现 增殖 趋势 ,证 明 
了 支架 良好 的 生物 相 容 性 。 

细胞 外 基质 是 由 组 织带 官 自身 的 细胞 在 其 生长 的 
微 环境 下 合成 并 分 泌 到 胞 外 ,并 且 分 布 于 细胞 表面 或 细 
胞 间 的 大 分 子 物质 。 理 论 上 讲 , 细 胞 外 基质 特异 性 的 成 
分 组 成 及 超 微 结构 取决 于 其 器 官 来 源 的 宿主 细胞 。 近 
年 来 有 研究 证 实 肝 细胞 或 肝脏 非 实质 细胞 适合 在 肝脏 
脱 细胞 基质 上 存活 及 表达 功能 “ ,说 明 选 择 合适 器 官 
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Pecellularized liver 


’D) 


Resellularized liver 


图 5 再 细胞 化 肝脏 扫描 电镜 微观 结构 及 功能 表达 


Fig.5 Scanning electron microscopic images of the ultrastructures of L-02 cells on day 3 of culture in the scaffold. A: Porous structure of 


ECM and vessel section of the decellularized liver; B: Cells adhering to the perivascular areas; C: Cells forming multicellular spheroids; D: 
Cells exhibiting a spindle-like morphology with microvilli; E, F: Immunofluorescence staining of L-02 cells cultured in decellularized liver 
scaffold on day 5 showing the expressions of albumin and glucose-6-phosphatase (G6pc). Scale bar: 60 um (A, B), 20 um (C), 6 um (D) and 


50 um (E, F). 


来 源 的 脱 细胞 基质 来 制备 器 官 再 生 的 支架 是 十 分 重要 
的 。 在 异体 组 织 及 融 官 移植 中 , 供 体 组织 细 胞 膜 表面 抗 
原 以 及 细胞 分 泌 的 特异 性 物质 是 引起 组 织 排 异 的 主要 
原因 。 组 织 的 抗原 性 主要 存在 于 细胞 成 分 内 , 脱 细胞 基 
质 支架 有 效 脱 除了 细胞 成 分 内 的 DNA 等 抗原 物质 ,很 
大 程度 上 降低 了 移植 物 的 排斥 反应 及 急性 炎症 反应 。 
Allman 等 "研究 认为 细胞 外 基质 已 不 存在 MHC 抗 原 ， 
由 基质 所 诱发 的 免疫 反应 为 类 Th-2 反 应 ,这 种 反应 对 
植 和 的 细胞 外 基质 并 无 排斥 作用 。 因 此 ,尽管 与 人 工 材 
料 支 架 相 比 , 猪 等 异种 肝脏 脱 细胞 支架 一 定 程度 上 克服 
了 免疫 排斥 反应 ,但 是 从 细胞 外 基质 的 来 源 考 虑 ,人 肝 
脏 脱 细胞 支架 可 能 更 适合 临床 为 导向 的 肝脏 组 织 工 程 
研究 。 

肝脏 组 织 工程 研究 除了 构建 肝 样 组 织 行 替 代 治 疗 
外 ,还 可 借助 脱 细胞 支架 的 平台 ,人 研究 肝脏 肿瘤 模型 . 抗 
肿瘤 药物 筛选 及 干细胞 分 化 等 。Dunne 等 利用 人 脂 
肪 组 织 脱 细 胞 支架 作为 三 维 的 细胞 培养 平台 来 检测 人 
乳腺 癌 细 胞 在 体外 的 增殖 .迁移 ,形态 学 变化 及 对 抗 肿 
瘤 药 物 的 反应 ,结果 显示 , 相 比 于 二 维 的 细胞 培养 和 基 
质 胶 培养 ,人 脂肪 组 织 脱 细胞 支架 具有 更 接近 乳腺 组 织 
的 拟 生态 微 环 境 。Lyu 等 ”为 研究 肿瘤 微 环境 与 不 同 种 
类 肿瘤 生物 学 行为 的 关系 ,将 人 乳腺 癌 细 胞 、 人 肺 腺 癌 
细胞 、 结 直肠 腺 癌 细 胞 和 食管 鳞 状 细胞 癌 细 胞 分 别 接 
种 于 人 肺 腺 癌 组 织 的 脱 细胞 支架 中 ,发 现 食 管 鳞 状 细胞 
癌 细 胞 的 增殖 率 明显 低 于 其 他 细胞 株 。Jiang 等 在 大 


鼠 肝 脏 脱 细胞 支架 上 将 骨髓 间 充 质 干细胞 分 化 诱导 为 
肝 样 细胞 ,并 将 所 构建 的 肝 样 组 织 植 入 肝 硬 化 模型 的 大 
鼠 体 内 ,不 但 改善 了 肝脏 功能 ,还 明显 提高 了 大 鼠 的 生 
存 率 。 相 比 于 二 维 培养 ,如 果 将 人 肝 组 织 脱 细 胞 支架 作 
为 细胞 培养 的 平台 ,模拟 体内 的 三 维 环境 ,来 研究 肝脏 
肿瘤 .干细胞 分 化 及 细胞 共 培 养 的 相互 作用 机 制 等 ,将 
得 到 更 为 真实 的 结论 。 

总 之 ,临床 上 有 相当 数量 病人 因 肝 血管 瘤 . 肝 内 外 
胆管 结石 等 良性 疾病 行 半 肝 切 除 或 肝 段 切除 ,这 些 肝 组 
织 标本 均 是 潜在 的 可 用 于 肝脏 组 织 工 程 研 究 的 生物 广 
架 。 本 人 研究 提供 了 一 个 简单 有 效 的 人 肝 组 织 脱 细胞 方 
案 , 初 步 验 证 了 其 良好 的 生物 相 容 性 ,希望 给 后 续 以 临 
床 为 导向 的 肝脏 组 织 工 程 研究 提供 参考 。 
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